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The possibility of horizontal gene transfer of plant genomic DNA and bacteria in the soil, particularly as this relates
to the possible transfer of genes encoding antibiotic resistance, has been seen as hazard associated with genetically
engineered plants. It is hypothesized that introduction of  bacterial genes into the plant genome leads to a higher
probability of gene transfer from plants to bacteria due to the presence of homologous sequences. Bollgard (BG) cotton
was constructed through the introduction of cry1A(c) gene, encodes for insecticidal activity againts Lepidopteran pests,
together with genes for spectinomycin/streptomycin resistant (aad) and kanamycin resistant (nptII), into the genome of a
conventional cotton variety, Delta Pine (DP). The aim of this study were to evaluate the ability of naturally competent
Acinetobacter calcoaceticus strain ADP1 to take up and integrate transgenic plant DNA based on homologous recombina-
tion under optimized laboratory condition, and to compare phyllosphere microbial population resistant to antibiotic on
leaves of transgenic and nontransgenic plant. The results showed that transformation of ADP1 cells with Bollgard DNA
was not detected on nitrocellulose membrane nor in sterile soil. Total phyllosphere bacterial population on leaves
collected from one month after planting were 1.3 x 108 and 1.6 x 108 cfu/g leave fresh weight for BG and DP, respectively.
Samples collected after three month contained 5.9 x 107 and 7.1 x 107 cfu/g leave fresh weight for BG and DP, respectively.
This study also showed that there was no significant difference of phyllosphere bacterial population resistant to strepto-
mycin and kanamycin on leaves of  BG or DP samples collected from one or three month after planting.
___________________________________________________________________________
_________________
‡Alamat kini: Balai Penelitian Tanah, Jalan Tentara Pelajar
No. 3A, Bogor 16111
∗Penulis  untuk  korespondensi, Tel./Fax. +62-251-315107,
E-mail: asuwanto@indo.net.id
PENDAHULUAN
Kapas Bt varietas Bollgard (NuCOTN35B) merupakan salah
satu produk tanaman transgenik yang dikonstruksi dengan
cara menyisipkan gen cryIA(c) Bacillus thuringiensis ke
dalam genom kapas isogeniknya, yaitu varietas Delta Pine
(DP). Selain itu, ke dalam genom kapas Bollgard (BG) disisipkan
dua gen penanda antibiotik untuk menyeleksi tanaman
transforman, yaitu gen aad dan nptII. Gen aad menyandikan
enzim aminoglikosida adeniltransferase yang dapat
menginaktivasi antibiotik spektinomisin/streptomisin, tetapi
gen ini tidak diekspresikan dalam kapas BG (Fling et al. 1985).
Gen nptII menyandikan enzim neomisin phosphotransferase
II yang dapat menginaktivasi antibiotik aminoglikosida seperti
kanamisin dan gen ini diekspresikan dalam kapas BG (Fuchs
et al. 1993). Penggunaan kapas Bt diharapkan dapat
mengurangi penggunaan pestisida kimia dan pencemaran
lingkungan, mengurangi biaya produksi, dan pada akhirnya
meningkatkan pendapatan petani (Shelton et al. 2000).
Disamping keuntungan dari penggunaan tanaman
transgenik, ada kekhawatiran akan kemungkinan risiko
pelepasan tanaman tersebut terhadap lingkungan, antara lain
transfer gen secara horizontal dari tanaman transgenik ke
bakteri yang terjadi di dalam tanah. Smith et al. (1992)
melaporkan bahwa transfer gen secara horizontal dapat terjadi
secara alami antara bakteri dengan tanaman. Selain itu,
konstruksi DNA tanaman transgenik sampai saat ini umumnya
membawa bahan genetika yang berasal dari bakteri, virus,
atau bahan genetika lainnya. Diasumsikan bahwa dengan
memasukkan gen bakteri ke dalam genom tanaman akan
meningkatkan kemungkinan transfer gen dari tanaman ke
bakteri karena adanya sekuen DNA yang homolog dari gen
bakteri di dalam genom tanaman. Selain gen yang menyandikan
fenotipe utama, ke dalam tanaman transgenik juga
diintroduksikan gen penanda (marker gene). Dari lima belas
macam gen penyandi resistensi antibiotik yang disisipkan ke
dalam tanaman (Metz & Nap 1997), beberapa di antaranya
merupakan gen yang menyandikan resistensi antibiotik yang
biasa digunakan secara klinis. Dengan demikian, transfer gen
horizontal dari DNA tanaman transgenik ke mikrob
dikhawatirkan akan menghasilkan bakteri patogen yang
resisten terhadap antibiotik.
Filosfer merupakan habitat bagi berbagai populasi
cendawan dan bakteri (Beattie & Lindow 1994; Wilson &
Lindow 1994). Semua spesies tanaman dalam habitat alami
berasosiasi dengan mikrob filosfer yang memanfaatkan
eksudat yang dikeluarkan oleh daun sebagai sumber energi
dan sumber nutrisinya.
Dalam penelitian ini dilakukan transformasi DNA pada
kondisi laboratorium untuk menguji kemampuan
Acinetobacter calcoaceticus ADP1 menangkap dan
mengintegrasikan DNA dari kapas transgenik. Semua
perlakuan transformasi menggunakan galur ADP1 sebagai
resipien. Bakteri ini dikenal sebagai bakteri yang kompeten
secara alami sehingga dapat mengambil DNA bebas dalam
proses transformasi (Juni 1972). Sebagai kontrol positif
dilakukan transformasi DNA berdasarkan pada rekombinasi
homolog. Di samping itu, dilakukan analisis untuk
membandingkan populasi bakteri filosfer resisten terhadap
antibiotik pada daun kapas BG dan DP. Sebagai media seleksi
digunakan media King’s B 10% dengan tambahan antibiotik
streptomisin atau kanamisin.
Penelitian ini bertujuan mempelajari kemungkinan
terjadinya transfer gen horizontal gen penyandi resistensi
antibiotik dari kapas transgenik ke bakteri tanah. Selain itu,
membandingkan populasi bakteri filosfer resisten terhadap
antibiotik pada daun kapas transgenik dan nontransgenik.
BAHAN  DAN  METODE
Bahan. Daun kapas transgenik varietas Bollgard,
NuCOTN35B, dan daun kapas nontransgenik isogeniknya,
yaitu varietas Delta Pine, diperoleh dari PT. Monagro Kimia,
Jakarta. Bakteri A. calcoaceticus ADP1 dan pBAC60 diperoleh
dari Dr. Ellen Neidle, Department of Microbiology, University
of  Georgia, Athens, USA. Media yang digunakan ialah media
King’s B 10% (Sambrook & Russell 2001), media minimal
dengan tambahan asam suksinat 10 mM (Suryanto 2001), dan
media metilotrof (Ismail 2002). Transformasi dilakukan pada
dua macam media, yaitu membran nitroselulosa steril dengan
diameter pori ukuran 0.45 μm (Millipore, Bedford,  Mass, USA)
dan dalam tanah steril (tanah Latosol kering udara dengan
kadar air 25%).
Uji Transfer Gen Horizontal dari Tanaman Transgenik
ke Bakteri. DNA kapas BG diekstraksi dari daun berumur
dua minggu menggunakan metode Permingeat et al. (1998),
sedangkan DNA pBAC60 diisolasi menggunakan kit Qiaprep
Miniprep (Qiagen, Germany). Selanjutnya konsentrasi DNA
diukur menggunakan GeneQuant (Pharmacia Biotech,
England) pada panjang gelombang 260 nm. Plasmid pBAC60
dipotong dengan enzim restriksi EcoRI sehingga menghasilkan
dua potongan DNA yang berukuran sekitar 5.3 dan 5.1 kb.
Pemilihan enzim restriksi berdasarkan pada peta plasmid
pBAC60 (Gambar 1) untuk mendapatkan sekuen DNA
homolog dengan bakteri ADP1. Komposisi campuran reaksi
pemotongan DNA terdiri atas 10 μl DNA pBAC60, 2 μl bufer
EcoRI 10 x, 1 μl enzim restriksi EcoRI (10 unit/μl), dan 7 μl
ddH-2O (Sambrook & Russell 2001). Hasil pemotongan DNA
diverifikasi dengan elektroforesis gel agarosa 0.8% dan diamati
menggunakan sinar UV (Sambrook & Russell 2001).
Bakteri A. calcoaceticus ADP1 dikulturkan dalam media
minimal cair, lalu disubkulturkan pada media yang sama dengan
pengenceran 1:25 sampai mencapai optical density (OD) 0.2
pada panjang gelombang 600 nm (awal fase log). Ke dalam
tiga tabung mikro 1.5 ml masing-masing dimasukkan 1 ml
subkultur, disentrifugasi dengan kecepatan 4000 x g
selama 1 menit. Pelet diresuspensikan dalam 30, 29, dan
27.5 μl bufer fosfat (Sambrook & Russell 2001) dan digunakan
sebagai sel resipien.
DNA kapas (720 ng dalam volume 1 μl) dicampur dengan
29 μl suspensi sel A. calcoaceticus ADP1. Sebagai kontrol
positif dilakukan pencampuran antara 720 ng DNA pBAC60
(volume 2.5 μl) dengan 27.5 μl suspensi sel ADP1. Sebagai
kontrol negatif ialah suspensi sel ADP1 dalam 30 μl bufer
fosfat. Pencampuran dilakukan dalam tabung mikro 1.5 ml.
Ada dua macam media transformasi yang digunakan, yaitu
membran nitroselulosa dan tanah yang telah disterilkan
dengan autoklaf pada suhu 120 oC selama 30 menit. Membran
nitroselulosa diletakkan di atas media agar-agar minimal.
Demikian juga 200 mg tanah steril diletakkan di atas membran
nitroselulosa yang diletakkan di atas media tersebut. Suspensi
sel ADP1 dituangkan di atas media transformasi dan diinkubasi
selama 15-20 jam pada suhu ruang. Selanjutnya media
transformasi diambil secara aseptik, dimasukkan ke dalam
tabung mikro baru yang berisi 1 ml bufer fosfat dan dicampur
selama 2 menit untuk resuspensi sel.
Jumlah transforman diseleksi dengan menyebar sebanyak
25, 50, dan 100 μl suspensi sel hasil transformasi pada media
agar-agar minimal dengan tambahan antibiotik spektinomisin/
streptomisin masing-masing dengan dosis 50 μg/ml.  Jumlah
total resipien diperoleh dengan menyebar 100 μl suspensi sel
hasil transformasi pada media agar-agar minimal. Frekuensi
transforman diperoleh dari rata-rata tiga kali ulangan dan setiap
ulangan dilakukan penyebaran  triplo. Frekuensi transforman
dihitung sebagai berikut:
Analisis Bakteri Filosfer pada Kapas Transgenik dan
Nontransgenik. Bakteri filosfer dari daun kapas BG dan DP
diisolasi dengan menggunakan metode rendaman daun (Ismail
2002). Daun kapas diambil dari lahan Analisis Risiko
Lingkungan  PT. Monagro Kimia di Sulawesi Selatan, yaitu
dari kapas yang berumur 1 dan 3 bulan. Penelitian disusun
dalam rancangan acak lengkap dengan dua faktor yang diulang
empat kali.  Faktor pertama ialah dua jenis tanaman, yaitu BG
x 100%Frekuensi transforman =
jumlah transforman/ml
jumlah resipien/ml
Gambar 1. Peta plasmid pBAC60.
94     GINTING ET AL.                                                                                                                                                                             Hayati
dan DP, faktor kedua ialah enam macam media pertumbuhan,
yaitu media King’s B 10% + streptomisin (Sm) dosis rendah
(10 μg/ml); media King’s B 10% + Sm dosis normal (50 μg/ml);
media King’s B 10% + kanamisin (Kan) dosis rendah (20 μg/ml);
media King’s B 10% + Kan dosis normal (100 μg/ml); dan
sebagai kontrol ialah media King’s B 10%; dan media metilotrof
untuk bakteri pink pigmented facultative methylotroph
(PPFM). Ke dalam masing-masing media ditambahkan
0.5 mg/ml Benlate (Dupont, Perancis) untuk mencegah
pertumbuhan khamir dan cendawan. Bakteri filosfer yang
ditumbuhkan dalam media King’s B diinkubasi selama 1-2 hari,
sedangkan bakteri yang ditumbuhkan dalam media metilotrof
diinkubasi selama 5-7 hari pada suhu kamar. Populasi bakteri
filosfer per bobot daun dihitung dan dianalisis dari hasil
penyebaran triplo dan diulang sebanyak empat kali. Total
populasi bakteri filosfer dihitung dari jumlah bakteri filosfer
yang disebar dalam media King’s B 10% tanpa tambahan
antibiotik.
HASIL
Uji Transfer Gen Horizontal. Transfer gen horizontal dari
DNA tanaman kapas BG ke dalam bakteri ADP1, baik yang
dilakukan di atas membran nitroselulosa maupun dalam tanah
steril, tidak menghasilkan transforman (<10-10 per resipien).
Frekuensi transforman antara bakteri ADP1 dengan DNA
pBAC60 linear (kontrol positif) yang dilakukan di atas
membran nitroselulosa ialah 2.6 x 10-6 per resipien, sedangkan
frekuensi transforman dalam tanah steril ialah 2.3 x 10-7 per
resipien. Transformasi antara bakteri ADP1 dengan bufer
fosfat (kontrol negatif) yang dilakukan di atas membran
nitroselulosa maupun dalam tanah steril tidak menghasilkan
transforman (<10-10 per resipien) (Tabel 1).
Analisis Kelimpahan Sejumlah Bakteri Filosfer pada
Kapas BG dan DP. Total populasi bakteri filosfer daun kapas
BG dan DP pada media King’s B 10% tanpa tambahan
antibiotik jumlahnya paling banyak baik pada kapas umur satu
bulan maupun tiga bulan. Total populasi bakteri filosfer pada
daun kapas BG dan DP umur satu bulan berturut-turut ialah
1.3 x 108 dan 1.6 x 108 cfu/g daun segar, sedangkan pada kapas
umur tiga bulan ialah 5.9 x 107 dan 7.1 x 107 cfu/g daun segar.
Populasi bakteri filosfer pada daun kapas umur tiga bulan
cenderung lebih kecil dibanding dengan kapas umur satu
bulan (Tabel 2).
Populasi bakteri filosfer resisten terhadap antibiotik
streptomisin atau kanamisin pada daun kapas BG tidak berbeda
nyata dengan daun kapas DP, baik pada kapas umur satu
bulan maupun tiga bulan (Tabel 2). Populasi bakteri filosfer
resisten terhadap antibiotik streptomisin dan kanamisin tidak
berbeda nyata antara daun kapas BG dengan DP yang berumur
sama (Tabel 2).
PEMBAHASAN
Uji Transfer Gen Horizontal. Bakteri ADP1 tidak
mempunyai resistensi terhadap antibiotik spektinomisin/
streptomisin sedangkan DNA pBAC60 dan kapas BG
mempunyai gen penyandi resistensi terhadap antibiotik
tersebut. Dengan demikian transforman yang diharapkan
merupakan bakteri ADP1 resisten terhadap spektinomisin/
streptomisin yang tumbuh pada media minimal dengan
antibiotik spektinomisin/streptomisin. Bufer fosfat tidak
mengandung DNA dan bakteri ADP1 tidak dapat tumbuh
dalam media seleksi karena rentan terhadap spektinomisin/
streptomisin. Tidak terdeteksinya transforman pada perlakuan
transformasi antara bakteri ADP1 dengan bufer fosfat
menunjukkan bahwa tidak ada mutan yang terjadi secara
spontan.
Pada perlakuan transformasi antara bakteri ADP1 dengan
DNA pBAC60 linear terlihat adanya transforman.  Frekuensi
transforman di atas membran nitroselulosa ialah 2.6 x 10-6 per
resipien dan dalam tanah steril ialah 2.3 x 10-7 per resipien.
Transformasi tersebut dapat terjadi karena adanya sekuen
DNA homolog yang tinggi antara utas DNA  donor, yaitu
pBAC60, dan DNA resipien, yaitu bakteri ADP1, sehingga
memungkinkan terjadinya rekombinasi homolog. Sejumlah
sekuen gen pBAC60 yang homolog dengan sekuen gen bakteri
ADP1 ialah gen cat. Gen cat dapat mendegradasi katekol
(Neidle et al. 1989). Frekuensi transforman yang terjadi pada
tanah steril lebih rendah daripada yang terjadi di atas membran
nitroselulosa. Hal ini terjadi karena tanah juga dapat
menghambat efisiensi transformasi (Schluter et al. 1995;
Nielsen et al. 1997).
Tidak terdeteksinya transforman dalam perlakuan
transformasi antara bakteri ADP1 dengan DNA kapas BG
diduga karena tidak adanya sekuen homolog antara DNA
kapas BG dengan bakteri ADP1. Nielsen et al. (1997)
melaporkan bahwa transfer gen dapat terjadi pada kondisi
laboratorium jika ada sekuen DNA homolog antara resipien
dan donor yang memungkinkan rekombinasi homolog.
Demikian juga asumsi transfer gen dari kromosom tanaman ke
bakteri dapat terjadi di dalam tanah jika sekuen homolog
tersedia dalam tanaman dan bakteri kompeten.
Tabel 1. Frekuensi transforman antara bakteri ADP1 dengan DNA
kapas Bollgard, DNA pBAC60, dan bufer fosfat yang
dilakukan pada membran nitroselulosa dan tanah steril
                                                          Frekuensi transformasi (%)
                                                 Membran nitroselulosa  Tanah steril
Transformasi antara
bakteri ADP1 dengan:
DNA kapas Bollgard
DNA pBAC60 (kontrol positif)
Bufer fosfat (kontrol negatif)
<10-10
2.6 x 10-6
<10-10
<10-10
2.3 x 10-7
<10-10
Tabel 2. Perbandingan populasi bakteri filosfer resisten terhadap
antibiotik pada daun kapas Bollgard dan Delta Pine. Angka-
angka dalam satu baris dan pada kapas dengan umur yang
sama, yang diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata
pada taraf 5% uji Duncan. Sm: Streptomisin, Kan: kanamisin,
PPFM: pink pigmented facultative methylotroph
                                                              Bollgard      Delta pine       Bollgard     Delta pine
                                                                        .......... (1 bulan) .........       ......... (3 bulan) .........Media perlakuan
............................. log cfu/g daun segar ..........................
King’s B 10% + Sm 10 μg/ml
King’s B 10% + Sm 50 μg/ml
King’s B 10% + Kan 20 μg/ml
King’s B 10% + Kan 100 μg/ml
King’s B 10%
PPFM
5.2 x 107a
1.3 x 107a
5.6 x 106a
6.0 x 105a
1.3 x 108a
3.4 x 104a
2.3 x 107a
4.6 x 106a
8.2 x 106a
6.2 x 105a
1.6 x 108a
1.9 x 104a
4.1 x 106a
6.3 x 105a
1.7 x 106a
5.1 x 104a
5.9 x 107a
7.4 x 104a
6.2 x 106a
6.8 x 105a
1.5 x 106a
5.3 x 104a
7.1 x 107a
8.1 x 104a
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Persyaratan yang harus ada untuk dapat melangsungkan
proses transformasi secara alami di dalam tanah ialah
tersedianya DNA bebas, tersedianya sel kompeten, dan
stabilitas integrasi dari DNA yang masuk ke dalam genom
bakteri (Nielsen et al. 1997). Umumnya bakteri dalam
lingkungan alami tidak kompeten menerima DNA bebas.  Saat
ini ada sekitar empat puluh spesies bakteri yang sebagian
besar merupakan bakteri yang hidup dalam tanah atau dalam
air diketahui mempunyai kemampuan transformasi secara alami
yang sering disebut dengan kompeten secara alami (Lorenz
& Wackernagel 1994), tetapi bakteri tidak mengekspresikan
sifat kompetensi tersebut secara konstitutif. Sifat kompetensi
hanya diekspresikan ketika awal memasuki fase stasioner, saat
itu kerapatan bakteri tinggi (Nielsen et al. 1997; Snyder &
Champness 1997). Bakteri ADP1 merupakan bakteri kompeten
secara alami sehingga dapat mengambil DNA bebas dalam
proses transformasi (Juni & Janik 1969). Namun demikian,
bakteri tersebut dengan cepat kehilangan kemampuan untuk
menerima, menstabilisasi, dan atau mengekspresikan DNA
eksogen setelah dimasukkan ke dalam tanah (Nielsen et al.
1997).
Gen yang ada pada tanaman dan berada di bawah promotor
tanaman pada umumnya tidak akan bekerja pada bakteri. Pada
proses transformasi secara alami, kemampuan bakteri secara
aktif mengambil atau menangkap DNA bebas merupakan suatu
mekanisme sehingga DNA tanaman dapat ditransfer ke bakteri.
Beberapa kelompok peneliti telah melakukan transformasi
DNA tanaman transgenik yang berbeda dengan berbagai
bakteri yang kompeten secara alami (Schluter et al. 1995;
Nielsen et al. 1997) pada kondisi laboratorium ataupun di
lapangan, tetapi belum berhasil memperoleh transforman.
DNA plasmid diketahui dapat mentransformasi bakteri pada
kondisi laboratorium. Perbedaannya dengan DNA tanaman
mungkin karena DNA plasmid berbentuk sirkuler, sedangkan
DNA tanaman berbentuk linear. DNA linear mempunyai
e f i s iens i  t rans formas i  yang  sanga t  kec i l  b i l a
dibandingkan dengan DNA sirkuler. Secara umum spesies
bakteri mempunyai kemampuan yang berbeda dalam
mener ima DNA dar i  lingkungannya dan frekuensi
transformasi sangat kecil bahkan pada kondisi yang ideal
(McLean & MacKenzie 2000).
Gebhard dan Smalla (1998) berhasil melakukan transformasi
DNA tanaman gula bit ke bakteri Acinetobacter sp. dan
memperoleh frekuensi rekombinan sebesar 1.5 x 10-10 per
resipien. Frekuensi transformasi ini relatif sangat kecil atau
dapat dikatakan tidak terjadi walaupun telah dilakukan dalam
kondisi yang optimum. Kalaupun hal tersebut tidak diabaikan,
kejadian itu tidak ada artinya bila tidak diikuti dengan
pemaparan antibiotik secara terus-menerus di lingkungan
tersebut.
Gen resistensi antibiotik asal bakteri merupakan gen yang
banyak digunakan sebagai penanda di dalam tanaman
transgenik. Penggunaan gen penanda resistensi antibiotik ini
dikhawatirkan akan menimbulkan bakteri patogen yang
resisten terhadap antibiotik. Hipotesis bahwa penyebaran gen
resistensi antibiotik disebabkan oleh tanaman transgenik tidak
terlihat dalam penelitian ini. Peningkatan resistensi antibiotik
pada bakteri merupakan hasil dari evolusi bakteri untuk
mempertahankan diri (Lewis 1995). Pada percobaan
transformasi yang dilakukan di laboratorium dengan
kondis i  optimum ternyata tidak terdeteksi adanya
transforman.
Analisis Kelimpahan Sejumlah Bakteri Filosfer pada
Kapas BG dan DP. Media King’s B merupakan media kaya
yang mendukung pertumbuhan bakteri filosfer. Beattie dan
Lindow (1994) menyatakan semua spesies tanaman yang
tumbuh dalam habitat alami telah berasosiasi dengan
mikroflora epifit.
Populasi bakteri filosfer pada daun kapas umur tiga bulan
cenderung lebih kecil dibandingkan dengan pada daun umur
satu bulan (Tabel 2). Tanaman kapas umur tiga bulan sudah
mulai berbunga dan daun terlihat mulai tua yang ditandai
dengan perubahan warna daun menjadi kekuning-kuningan.
Menurunnya populasi bakteri filosfer tersebut kemungkinan
karena ketersediaan nutrisi pada daun semakin berkurang
karena nutrisi untuk pertumbuhan dan perkembangan bunga.
Nutrisi yang mendukung pertumbuhan bakteri ialah antara
lain karbohidrat, asam organik, dan asam amino. Demikian
juga, jenis inang tanaman, umur daun, letak daun, kondisi
fisik lingkungan, serta inokulum imigran juga terlibat di dalam
penentuan spesies mikrob filosfer (O’Brien & Lindow 1989;
Wilson & Lindow 1994; Kinkel et al. 1996).
Suplemen antibiotik dalam media sangat nyata
mempengaruhi hasil penghitungan total populasi bakteri
filosfer dari contoh daun kapas, semakin tinggi dosis yang
digunakan maka daya hambatnya semakin kuat. Suplemen
antibiotik kanamisin dalam media nyata lebih menghambat
pertumbuhan bakteri filosfer daripada suplemen antibiotik
streptomisin (data tidak disajikan). Kekuatan antibiotik
membunuh bakteri dipengaruhi oleh tiga faktor, yaitu dosis,
lamanya kontak, dan kepadatan sel bakteri. Senyawa antibiotik
akan terserap lebih banyak bila dosisnya ditingkatkan.
Streptomisin dan kanamisin mempunyai spektrum aktivitas
yang luas, menghambat translasi pada sel tanaman, hewan,
dan bakteri (Snyder & Champness 1997).
Populasi bakteri filosfer resisten terhadap streptomisin
atau kanamisin pada daun kapas BG dan DP umur tiga bulan
lebih sedikit bila dibandingkan dengan tanaman umur satu
bulan, kecuali bakteri PPFM. Tanaman kapas merupakan
tanaman semusim sehingga kemungkinan nutrisi banyak
digunakan untuk pertumbuhan dan perkembangan bunga.
Dengan demikian, nutrisi dalam daun semakin sedikit.
Menurunnya komposisi dan kuantitas nutrisi pada daun
mempengaruhi pertumbuhan bakteri filosfer resisten terhadap
streptomisin atau kanamisin.
Populasi bakteri filosfer resisten terhadap antibiotik
streptomisin atau kanamisin pada daun kapas BG umur satu
dan tiga bulan tidak berbeda nyata dibandingkan dengan daun
kapas DP. Hasil ini didukung oleh data hasil uji kemungkinan
transformasi dari tanaman BG ke dalam bakteri ADP1. Pada
percobaan yang dilakukan di laboratorium dengan kondisi
optimum ternyata tidak terdeteksi adanya transforman.
Bahkan pada percobaan transformasi yang dilakukan
berdasarkan rekombinasi homolog antara DNA pBAC60
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dengan resipien bakteri ADP1 yang kompeten secara alami
diperoleh frekuensi transforman yang sangat kecil yaitu 2.6 x
10-6 per resipien yang dilakukan di atas membran nitroselulosa
dan 2.3 x 10-7 per resipien dalam tanah steril. Dengan demikian,
kemungkinan DNA tanaman tertransformasi ke bakteri filosfer
yang ada dalam daun kapas BG sangat kecil.
Fenotipe kapas BG sama dengan fenotipe kapas DP. Gen
aad dan nptII merupakan gen yang menyandikan protein yang
akan mengekspresikan resistensi terhadap antibiotik. Dari hasil
penelitian ini ternyata metabolisme protein yang dihasilkan
oleh gen-gen tersebut tidak mempengaruhi keberadaan bakteri
filosfer pada daun kapas BG. Keberadaan gen penyandi
resistensi streptomisin dan kanamisin dalam tanaman kapas
transgenik (BG) tidak mempengaruhi populasi bakteri PPFM
dan bakteri filosfer resistensi streptomisin atau kanamisin pada
daun kapas tersebut. Dengan demikian, pada penelitian ini
hasil metabolisme kapas BG sama dengan hasil metabolisme
kapas isogeniknya, yaitu kapas DP dan tidak mempengaruhi
keberadaan bakteri filosfer dalam daunnya.
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